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 獣ゼ 論文内容要旨
序章
 細胞外から与えられた情報がどのようにして細胞内に伝わり種々の反応が誘起されるのか,
 その細胞内情報伝達の機構が近年注目されている。動物細胞などでの研究から得られた知見で
 は,細胞内情報伝達にはいくつかの経蕗がありAキナーゼ系,Cキナーゼ系,イノシトール3
 リン酸(IP3〉系,などが知られている。これらの伝達系では細胞内Ca2+が重要であることが指摘
 されており,例えばIP3系では第2情報伝達物質として細胞内Ca2+が機能していることが知ら
 れ,ている(Strebeta1.,ig83)。
 細胞性粘菌0あ砂os∫θ勧解4ゑsooガ磁駕辮は,細胞分化や細胞運動の機構の解析のためによく用
 いられている生物である。粘菌細胞は生長期には単核のアメーバとして増殖するが,周囲に栄
 養源がなくなると3z,5'一サイクリックAMP(cAMP)を自ら合成・分泌し,それへの走化性運
 動によって集合して多細胞体(移動体)を形成する。移動体ではその前後軸に沿って比較的単
 純な分化パターンが認められ,この分化調節にはDIF(differentiatloninducingfactor)をは
 じめとする数種の因子が関与していることが示唆されている。
 走化性運動の過程において,細胞表薩にあるcAMP受容体からの情報伝達にP、系が介在す
 ることが初∂鋤。の実験系で最近明らかにされた(Europe-F鎗neran6Newe11,工985,1986)。
 このような背景のなかで,以前から指摘されていた、細胞分化やエンドサイトーシスなどの過
 程における細胞内Ca2+の重要性(Maeda,1970;MaedaandMaeda,1973;Maedaand
 Kawamoto,1986)がますます溢目されるに至った。細胞内でのCa2+の機能を知るためには,
 細胞内Ca2+濃度([Ca2+]1)を測定し,その動的変化を明らかにすることが必要であるが,粘菌
 細胞においては[Ca2+]1の測定すらこれまで成功していなかった。これは主として,粘菌細胞の
 膜透過性が低く,Ca2+指示薬を細胞内に入れることが困難であったことによる。
 そこで本研究では,粘菌細胞の[Ca2+]1の測定法を確立し,走化性運動や細胞分化の過程での
 lCa2噸の動態を調べることによって,Ca2+の発生生理学的意義をより明らかにすることを目的
 とした。第1章では,粘菌細胞に電気的穿孔(エレクトロポレーション)によって細胞外の物
 質を導入する方法を確立し,この方法を用いて定常的な[Ca2+]1値を決定した。また,細胞の走
 化性運動および多細胞体の極性運動における細胞内Ca2+の役割を知るため,[Ca2噛への
 cAMPの影響等を調べた。第2章では粘菌細胞の分化へのCa2+の関与を探るため,細胞外から
 加えた薬剤の効果が現れやすい単層培養法を用い,[Ca2+]1を変化させる可能性の高い,Ca2+拮
 抗剤TMB-8をはじめとするいくつかの薬剤を投与して,分化形質発現および[Ca2+]!へのそれ
 ちの影響を調べた。なお,この研究の過程で,分化検定系としての単層培養法の問題点,およ
 びDIFの機能に関して従来の見解とは異なる新たな可能性が提示された。
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 第1章粘菌細胞の走化性運動における細胞内遊離Ca2+イオンの役割に関する研究
 1.序論
 走化性運動におけるCa2+イオンの役割を明らかにするために,まず粘菌細胞の生長期および
 集合期の細胞の定常的[Ca2+]∫を測定し,庫た走化性物質(cAMP)やカフェインの投与に伴う
 [Ca2+]1の変化を追跡した。さらに,多細胞体(移動体)の極性運動の仕組みを知る鼠的で,移
 動体前部(予定柄細胞)と後部(予定胞子細胞〉における定常的な[Ca2+]1,cAMP刺激による
 [Ca2+]!変化,およびcAMP刺激に伴う細胞骨格アクチン量の変化を比較検討した。
 2.材料と方法
 n廊oo才4伽,2,Ax-2株およびV12M2株を用いた。Ax-2株は液体栄養培地であるHL-5培
 地中での振盪によって,またV12M2株は栄養寒天培地上での細菌κ鋤吻磁石召プogε7z8sとの2
 員培養によって増殖させた。集合期細胞としては生長期の細胞をリン酸緩衝液中で5-9時間
 振盪したものを用いた。移動体の分散細胞は酵素(プロナーゼ・BAL)処理によって得られた。
 これらの細胞に電気的穿孔によってCa2+蛍光指示薬クイン2およびフラー2を導入し,
 [Ca2+]1の測定を試みた。クイン2を用いた測定では,細胞懸濁液の状態で蛍光光度計で測定し,
 懸濁された細胞の平均的な[Ca2+]1を決定した。また,フラー2を用いた測定では,SITカメラ
 または光電子増倍管による顕微蛍光測光により,単細胞レベルでの[Ca2+]1測定を行なった。細
 胞骨格アクチンに関しては,ポリアクリルアミド電気泳動法によりアクチンを分画し,デンシ
 トメトリーによりその量を決定した。
 3.結果
 電気的穿孔による粘菌細胞への細胞外の物質の導入には,比較的低電圧で長時間のパルスが
 適することがわかった。この方法はまた,Ca2+指示薬に限らずタンパク質などの高分子の導入
 にも広く適用できることが示された。Ca2+指示薬が導入された細胞を淵いての[Ca2+lIの測定に
 よると,生長期および集合期の細胞の[Ca2+]1は約50nMであった。これらの細胞にカフェイン
 を投与すると細胞外のCa2+の有無に関わらず[Ca2琢の上昇が認められた。また,cAMPへの走
 化的感受性をもつ集合期細胞にcAMPを投与すると[Ca2+llが急速に増加して約4倍に達し,
 その後徐々に定常レベルに戻ることが明らかにされた。
 移動体の分散細胞の[Ca2+]iを測定した結果,先端部の予定柄細胞の[Ca2+]iは,後部の予定胞
 子細胞の[Ca2千]!の約2倍であり,cAMPによる[Ca2+]1上昇も予定柄細胞においてより顕著で
 あることが示された。また,細胞骨格アクチン量はこの[Ca2+]上昇と時間的に一致して変化し,
 この変化は予定柄細胞において特に顕著であった。
 4.考察
 集合朗細胞ではcAMP投与により急速で一過的な[Ca2+]1上昇が確認されたが,この変化は
 cAMP刺激に呼応した細胞運動(仮足形成)とタイミングがほとんど一致している。このこと
 は,cAMP受容後の情報伝達にIP3系が機能しているという考えを強く支持している。cAMP
 による[Ca2+ll上昇は細胞外のCa2+の有無とは無関係に起こることから考えて,細胞内Ca2+
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 プールからのCa2・放患によって細胞内遊離Ca2+が増加すると結論された。粘菌細胞における
 Ca2+プールからのCa2+放鐵はまた,動物細胞におけると同様,カフェインによって誘導される
 こと力量確認された。
 予定柄細胞のcAMP刺激に伴うlCa2÷]1上昇と,綴胞骨格アクチン量の変化とはタイミング
 的に一致しており,また,定常的な[Ca2+]1およびcAMPによる[Ca2+]1上昇の程度は両者とも
 予定柄細胞においてより高いことが示された。このことは,移動体の極性運動が主として先端
 部の予定柄細胞によってCa跡を介してオーガナイズされる可能性を強く示唆している。
 第2章単暦培養系龍おける粘菌細胞の分化への細胞内Ca2+イオンの関与について
 1.序論
 も1・移動体の先端部の予定柄細胞では後部の予定胞子細胞よりも細胞内の総カルシウム量が多い
 ことが知られており(MaedaandMaeda,1973),実際に[C&2+]1が予定柄細胞において高いこ
 とが今回示された。そこで,細胞内Ca2+が,細胞型の決定過程に関与する可能性を検討するた
 めに,細胞外から加えた薬剤の効果が現れやすい単層培養系を用い,[Ca2紘に影響すると考え
 られる薬剤(Ca2+拮抗剤TMB-8;C&2+チャンネルブロッカー,ニフェジビン;Ca2+イオノフォ
 ア,A23187)を与えて分化形質発現への影響を調べた。
 2。材料と方法
 n薦oo漉z〃n,V12M2を用いた・単層培養はKayandTrevan(1981)の方法を一部改変
 して行なった。高密度条件では1×iO5cells/cm2の密度で,低密度条件では7.5×102cells/cm2
 て細胞を染色し落鮒蛍光顕微鏡下で観察した。また,透過型電子顕微鏡による微細構造の観察
 も行なった。
 3。結果
 高密度での単層培養において,液胞化して柄細胞的な特徴をもつようになった細胞を,蛍光
 抗胞子抗体で染色すると,細胞表面に胞子外皮の一部と思われるパッチ状の染色が認められた。
 』一電子顕微鏡観察によると,柄細胞のように見える液胞化した細胞の表面にはPSVの裏打ち膜
 顧来の胞子外皮(PSVがエクソサイトーシスされることによって形成される〉が実際に存在す
 .ることがわかった。低密度での単層培養にDIFを加えた場合にも同様の現象が認められた。
 単層培養においてTMB-8を投与すると,予定胞子細胞の分化が抑制され,また既に分化し
 =1好定胞細胞ではPSVの消失が誘輪れること縣された・ちなみに・TMB唱には・
 貿Ca2+]1を上昇させる効果が認められた。
 4.考察
 単層培養へのTMB-8の投与によって得られた結果は,[Ca2+]1が高くなることが予定胞子細
離  ・の密度となるようにcAMPを含む塩溶液に懸濁して組織培養皿にまいて培養した。低密度条件 『h 一
■
■
■
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 胞に特異的な分化形質の発現あるいは維持に阻害的であることを示しており,細胞内Ca2+が細
 胞型の決定および維持に関与する可能性が強く示唆された。
 単層培養した細胞では柄細胞と胞子の分化形質を合わせもつ「中間型」の細胞が形成され,
 このような現象はDIFを投与して液胞化を誘導した場合にも認められた。したがって,単層培
 養法で形成される細胞型はそれほど明確なものではなく,この方法は分化の検定系として問題
 があるといえる・また,予定柄細胞および柄細胞の分化誘導能をもつモルホゲンとしてこれま
 で注目されてきたD王Fの機能に関しても新たな疑問が提示された。すなわち,D工Fは細胞型の
 決定過程に関与しているというよりはむしろ細胞膜と液胞膜との融合(エクソサイトーシス)
 や,液胞膜どうしの慰合(液胞の巨大化)を誘導している可能性が高いのである。
 第3章総合討論
 cAMPへの走化性運動に関する細胞内情報伝達系のモデルを添付の図に示す。このモデル
 は,本研究および関連する研究(例,Newe11,1988〉によって得られ,た知見を基礎にして作成
 したものだが,図中に示すようなCa2÷を介する情報の流れがあると考えられる。しかしながら,
 不明確な点も多くあり,今後の研究課題として残されている。特に,細胞分化の方向性が決定
 される過程においてCa2+が具体的にどのような機能を果すかについては,今後,分化型を覗確
 に検定できるアッセイ系を開発し,それによってCa2+の役割をさらに検討する必要があると考
 える。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文は,種々の生体機能における細胞内Ca2+イオンの役割を,細胞性粘菌0ゴ。砂05!召伽"z
 ゴ魏。∫4顔形の発生・分化系を用いて明らかにすることを目的としており,そのために細胞内遊
 離Ca2÷イオン濃度([Ca2+li)の測定法の確立が試みられ,粘菌細胞の走化性運動や細胞分化の
 過程における[Ca2+]{の動態が調べられている。その結果,以下に示すような重要な知見がいく
 つか得られている。
 1)粘菌細胞の細胞膜を透過しない,Ca2+指示薬をはじめとする細胞外物質を人為的に導入
 するため,エレクトロぷレーションによる導入方法がまず確立され,これによって細胞の定常
 的な[Ca2+],は約50n腋であることが示された。これは粘菌細胞において[Ca2+]iの測定に成功
 した最初の例である。
 2)走化性物質である37,5'一cyciicadenosinemono碑os油ate(cAMP)の刺激によって
 [Ca2噛がきわめて急速かつ顕著に上昇することを珈。あ。の系ではじめて実証し,走化性運動
 の過程においてCa2+が主要な細胞内メッセンジャーとして機能していることを明確にした。
 3)多細胞体(移動体)前部の予定柄細胞の[Ca2+]1は後部の予定胞子細胞のそれより約2倍高
 く,cAMP刺激による[Ca2÷]i上昇も前者においてより顕著であることを明らかにした。また,
 細胞運動に必須の纒胞骨格アクチンもこの[Ca2+]i上昇と時閥的に一致して量的変化をし,この
 変化は予定柄細胞において特に顕著であることを示した。これらの事実から,移動体の極性運
 動が主として先端部の予定柄細胞によってオーガナイズされ・この過程にCa2+が深く関与する
 可能性が示唆された。
 4)細胞の単層培養において,ICa2瑞を上昇させる条件下では予定胞子細胞の分化が阻害さ
 れることを明らかにし,細胞内Ca2+が分化の方向性の決定に関与しうることを示した。
 5)柄細胞分化誘導國子として知られているDIF(differentiation量nducingfactor)の存在
 下では・従来の報告とは異なり,柄細胞と胞子の分化形質を合わせもつ「中間型ゴの細胞が形
 成されることを明らかにした。このことから,DIFは細胞型の決定のプロセスよりはむしろ,
 液胞膜と細胞膜との融合(エクソサイトーシス)や液胞膜どうしの融合(液胞の巨大化)に関
 与する可能性の高いことが示された。
 本研究で明らかにされた以上の事実はいずれも全く新しいものであり,その学問的価値はき
 わめて高いといえる。また,当学位申請者は自立して研究を行うに必要な高度の研究能力と学
 識を有している。よって,阿部知顕提出の論文は,理学博士の学位論文として合格と認める。
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